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論文内容要旨
 新しいタイプのDNA鎖間クロスリンクが存在する事,およびそのDNA鎖間のクロスリン
 クの修復と突然変異は今までのDNA鎖問クロスリンク剤が誘発するものと異なる事を示すた
 めに,DNA鎖間クロスリンクに派生するDNA鎖損傷,その修復および突然変異の研究を行っ
 た。
 第II章では,土壌細菌(・4`勧ωり昭〃2f短70S80∂プoZOO8召var."2∫曜σ8フ7S∫SROV.var.)の培養液
 より新規に精製された高分子抗生物質SN-07の培養マウスリンパ性白血病細胞L1210に対す
 る細胞レベルの作用を調べた。3・13からiOOng/認の濃度のSN-07でL12iO細胞を処理し,!4日
 後に寒天上のコロニーを測定すると,肩(閾値〉のある指数関数曲線を示した。閾値は!2.5i]g/
 認以下の濃度で観察され,D。値は18ng/認であり,コ¢値は2.9であった。500ng/認のSN-07は
 40分後にRNA合成を,80分後にDNA合成をそれぞれ有意(p<O.01)に阻害したが,8,00011g/
 m2のSN-07は80分後までタンパク質合成に対しては影響を及ぼさなかった。アルカリ溶出法
 を用いる事によって,8,00肋g/mεのSN-07で処理した細胞にprote11〕aseKによる消化の影響
 を受けないDNA鎖間クロスリンクが観察された。このDNA鎖間クロスリンクは処理時間に
 依存して増加した。また,80～8,eOORg/mεのSN-07で1蒔間処理した細胞では24時間の回復培
 養液に,DNA鎖切断を示す溶出速度の増大が観察された。Flowcytometerによる纏胞周期の
 解析を行うと,細胞増殖で停止する様な濃度の25ng/認で,殆どの細胞は,G、に移行し,20Gllg/
 麗で処理した細胞では典型的な細胞周期の進行停止が観察された。
 第111章では,この新しいタイプのDNA鎖状クロスリンク剤であるSN-07によって誘発され
 る遺伝子傷害の機序を原核細胞および真核細胞を用いて実験し,定量的に解析した。この抗生
 物質は1.6～400ng/plateの濃度でAmesの栄養要求性磁加餓召//0菌のフレームシフト型突然
 変異株TA98(1廊一,z卿名})に対して,復帰変異を誘発した。SN-07は真核細胞のモデル細胞
 として用いたチャイニーズ・ハムスター肺由来線維芽細胞V79に対しても,12・5～50ng/認の!
 暗闇処理で染色体異常を起こし,25～100ng/m2の1時間処理でヒポキサンチン・グアニン・ホ
 スホリボシルトランスフェレース遺伝子に処理濃度依存性のある誘発突然変異(6一チオグアニ
 ン耐性,6-TO「)を起こした。2.5～10μg/詑のSN-07で1時間処理したV79細胞を,3Gyの
 X一線照射後,直ちにp}{12.1でアルカリ溶出すると処理濃度依存性のあるDNA鎖間クロスリ
 ンクが観察された。しかし,同一条件で処理したV79細胞をpH12.6で溶出すると,DNA鎖間
 クロスリンクも,DNA鎖切断もアルカリ感受性部位の形成も観察されなかった。ところが,24
 時間の回復培養後には,100ng/m2という低い濃度のSN-07で処理された細胞でも,DNA鎖切
 断およびアルカリ感受性部位の形成が観察された。
 第V玉章では,MitomydnC,1一(4-am1110-2-methyl-5-pyrlmidlnyl)met1ユyB一(2-chloroeth・
 yl)一3¶itrosoureabydrochloride(ACNU)およびSN-07の3つのDNA鎖間クロスリンク剤
 で処理したL1210細胞に誘発されたDNA鎖損傷およびその修復の研究を行った。この細胞を
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 1時間処理した縛に37%の生存率を与える濃度(03,)を考慮して致死ヒット当たりのDNA鎖
 間クロスリンク活性を比較すると,MitomycinCが最も強く,ACNUが続き,SN-07が最も
 弱かった。2.5～loμg/認のMitomyc111Cあるいは10～100μg/m2のACNUで1時間処理した
 細胞に処理濃度依存的なDNA鎖間クロスリンクが観察された。6時間の回復培養の後に,2.5
 μg/漉のM三tomycinCおよび30μg/認のACNUで!時間処理した後に形成されたDNA鎖閥
 クロスリンクの頻度は最大になった。しかし,SN-07で処理した細胞ではDNA鎖間クロスリ
 ンクの形成は回復培養12時間後まで継続して観察された。
 MitomycinCで処理した細胞では24時間の回復培養を通じて有意な単鎖切断は観察されな
 かった。ACNUで処理した細胞では処理直後に単鎖切断を観察したが,6時間の回復培養の後
 には単鎖切断は修復されていた。一方,SN-07で処理した細胞ではDNA鎖闊クロスリンクの
 形成が回復培養12時間後まで観察された。24時間の回復培養時では極端に増加した単鎖切断を
 観察した。また,pH9.6で中性溶翻すると,SN-07で処理された細胞のDNAだけが対照の
 DNAよりも速く溶出し二重鎖切断を含んでいる事を示唆した。ところが,MltomyclRCおよ
 びACNUで処理した細胞のDNAの中性溶出曲線は対照のそれと有意な差が認められず,二
 重鎖切断を検出できなかった。3種のDNA鎖間クロスリンク剤で1時間処理し,24時間回復培
 養を行った後の高分子合成を測定すると,10μg/紹のM1tomyclnCあるいは!00μg/m2の
 ACNUで処理した細胞のDNA合成は完全に停止しているが,RNA合成についてみると,
 MltomyclnCの場合は殆ど阻害されず,ACNUでも30%阻害されている程度であった。しか
 し,0.8μg/m2のSN-07で処理した細胞のDNA合成とRNA合成は完全に阻害され,DNA鎖
 間クロスリンクを形成するMltomycinCのiOμg/認,あるいはACNUのiOOμg/m2はし!210細
 胞にとっては修復可能な濃度であるが,SN-07の8μg/寵は致死的な濃度であった。
 修復酵素の点から考えた時,MitomycinCによるACNU鎖間クロスリンクの修復には除去
 修復酵素および組換え修復酵素が必須であるが,ACNUやSN-07によるDNA鎖間クロスリ
 ンクの修復には除去修復酵素は必須でない様に思われた。さらに,修復速度や二次的に生ずる
 損傷も相互に異なる事から3者のDNA鎖間クロスリンクの修復に作用する修復酵素が互いに
 異なる事が考えられた。
 以上の結果から,第3のタイプのDNA鎖問クロスリンクが存在しその生成,修復および突然
 変異へと導かれる過程も特異的である事がわかった。
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 論文審査の結果の要旨
 DNA鎖間にクロスリンクを形成する物質は突然変異の誘発やDNA損復とその修復機構の
 研究に用いられて来た。新しく土壌細菌(Actinomaduraroseoviolaceavar.miuraensisnov.
 var.)の培養液から精製された高分子抗生物質SN-07にもそのような作用が予測されたのでそ
 の作用機序に関する検討を行った。
 先づ培養マウスワンパ性白血病細胞L12mをSN-07で処理すると,DNA合成とRNA合成
 が阻害され,G2期での細胞周期の停止が観察された。さらにアルカリ溶出法によって,8000ng/
 m2のSN-07で処理された細胞ではDNAの鎖問クロスリンクが形成され,その量は処理時間に
 比例に増加することが明らかになった。
 次にSN-07はAmesの栄養要求性Salmo捻eila菌のフレームシフト型突然変異株に対して
 復帰変異を誘発し,チャイニイーズハムスター線維芽細胞V79に対しても6一チオグアニン耐性
 突然変異を誘発することが観察された。又,SN-G7のDNA鎖間クロスリンクの形成による
 DNA損傷とその修復機構を探る目的で,U210細胞を用い幾知のクロスリンク剤であるマイ
 トマシンC,ACNU(1一(4-amino-2一螢ethy1-5-pyrim1dhly1)nlet1ユy!-3一(2-clユloroe癒y1)一3
 -nltrosoureahydrochloride)とSN-07の作屠について比較検討した。その結果,マイトマイシ
 ン!時間処理では,24聴聞の回復培養を通じて有意な単鎖切断は観察されず,ACNUの場合に
 は6時間の回復培養の後に単鎖切断は修復されていた。しかし,SN-07で処理された細胞では
 DNA鎖問クロスリンクが回復培養!2時間後まで観察された。又,pH9.6で溶出するとSN-07
 処理細胞のDNAだけが早く溶出し,二重鎖切断を含んでいることを示唆した。
 以上の結果SN-07は従来知られている様式とは異なる形でDNA鎖間クロスリンクを形成
 し,突然変異を誘発しているものと推定された。又,そのDNA損傷の修復にはマイトマイシン
 やACNUによる損傷の修復とは異なった機構が存在することが推定された。
 これらの研究成果はDNA損傷の修復と突然変異の機構に関する新しい知見であり,著者が
 自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。よって矢
 嶋信浩提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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